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１．緒言 
生体内で tRNA は、DNA の遺伝情報をアミノ
酸に対応させるという重要な役割を持つ。tRNA 
は、DNA から前駆体 tRNA として転写され、そ
の後修飾やスプライシングなどを受けることで、機
能を持った成熟 tRNA になる。tRNA 修飾は種
類や位置によって、コドン認識能の改変、フレーム
シフトの防止、tRNA 構造の安定化など、タンパク
質合成の制御のための様々な機能を持つことが
明らかになっており、生命活動を維持するために
必須の因子である。我々は、tRNA を修飾する酵
素 の  1 つ で あ る  tRNA (m22G26) 
methyltransferase [Trm1] に注目している。Trm1 
は、tRNA の 26 位のグアノシンのジメチル化を
触媒する修飾酵素として知られている。ヒトの 
Trm1 のホモログである Human tRNA (m22G26) 
methyltransferase [hTRM1] をコードする  htrm1 
の変異は、知的障害の原因遺伝子として指摘され
ている 1)。我々は、その発症メカニズムの解明を見
据え、hTRM1 の機能解析を目標として研究を進
めている。 
私は、hTRM1 の大腸菌発現系を構築し、tRNA 
のメチル化部位を解析した。さらに、ヒトと同じ真核
生物である酵母での hTRM1 発現系を構築し、
大腸菌発現系 hTRM1 との比較も踏まえ、基質
特異性の解析を試みている。 
 
２．実験 
２．１ hTRM1 を発現するプラスミドの作製 
大腸菌にコドンを最適化した htrm1 を、Affinity 
chromatography のための  HAT-tag, タンパク質
の可溶化を促進する Nus-tag, hTRM1 から Tag 
を外すための HRV 3C protease site と共にプラス
ミドに組み込み、pGEX-Tag-htrm1 を作成した。 
２．２ Tag-hTRM1 の発現, メチル化活性測定 
pGEX-Tag-htrm1 で大腸菌株 (Rosetta gami B) 
を形質転換し、発現を行った。また、基質 tRNA 
は、大腸菌 (Rosetta gami B) から抽出した。集め
た菌体を、破砕し、細胞抽出液及び基質 tRNA、
S-Adensyl-L-Methionine, S-[methyl-
14
C] を反応さ
せ、tRNA へのメチル基の取り込みを測定した。 
２．３ hTRM1 の基質特異性の解析 
大腸菌株を破砕し遠心分離した細胞抽出液の
可溶性画分から、Ni-NTA affinity chromatography 
により Tag-hTRM1 を調整した。基質 tRNA とし
て、Human tRNATyr1 及び tRNATyr1 の 26, 27 位
のグ ア ノ シ ン を アデ ノ シ ン に変異 させ た 
tRNA
Tyr1
(G26A), tRNA
Tyr1
(G27A), D アーム , T 
アームが欠損した  tRNATyr1(D), tRNATyr1(T), 
前駆体 tRNATyr1 を作製した。まず、各配列及び 
T7 promoter を持つ primer を設計し、PCR によ
り DNA を合成した。得られた DNA から tRNA 
を転写した。２．２ と同様にメチル基の取り込みを
測定した。 
２．４ 酵母発現系の構築 
酵母に コ ド ン を最適化 した  htrm1 を 、
HAT-tag,HRV 3C protease site と共にプラスミドに
組 み 込 み 、 pPIC-Tag2-htrm1 を 作 成 し た 。
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pPIC-Tag2-htrm1 で酵母を形質転換し、発現を行
った。２・２と同様にメチル基の取り込みを測定し
た。 
 
３．結果 
３．１ hTRM1 を発現するプラスミドの作製 
作製したプラスミドのシーケンス解析の結果か
ら pGEX-Tag-htrm1 の構築に成功していることを
確認した。 
３．２ Tag-hTRM1 の発現, メチル化活性測定 
 メチル化活性測定の結果、基質として加えた大
腸菌  tRNAmix へのメチル基の取り込みは、
Tag-hTRM1 をもつ大腸菌抽出液 (+Tag-hTRM1) 
では上昇し続けた。つまり、組み換え Tag-hTRM1 
が、メチル化活性を持つことが確認できた。 
３．３ hTRM1 の基質特異性の解析 
 基質に tRNATyr1, 
tRNA
Tyr1
(G26A), 
tRNA
Tyr1
(G27A), 
tRNA
Tyr1
(D), 
tRNA
Tyr1
(T) を用
いて、Tag-hTRM1 
のメチル化測定を行った結果、 tRNATyr1 及び 
tRNA
Tyr1
(G27A) のみメチル化活性を示した 
(Fig1)。この結果から  hTRM1 は、 tRNATyr1 の 
26 位をメチル化し、27 位をメチル化しないことが
分かった。さらに、hTRM1 は  tRNATyr1 中の 
D-arm, T-arm 共に認識することが明らかとなっ
た。 
３．４ 酵母発現系の構築 
 作製したプラス
ミドのシーケンス
解析の結果から 
pPIC-Tag2-htrm
1 の構築に成功
していることを確
認した。形質転換した酵母のゲノムのシーケンス
解析の結果から、Tag2-htrm1 で組み換えた酵母
の作製に成功していることを確認した。メチル化活
性測定の結果、基質として加えた大腸菌 tRNAmix 
へのメチル基の取り込みは、Tag2-hTRM1 をもつ
酵母抽出液 (+Tag2-hTRM1) では上昇し続けた 
(Fig.2)。つまり、組み換え Tag2-hTRM1 が、メチ
ル化活性を持つことが確認できた。 
 
４．考察＆結言 
 hTRM1 の大腸菌発現系及び酵母発現系の構
築に成功した。 
 Pyrococcus furiosus (超好熱性古細菌) Trm12)や 
Xenopus laevis (真核生物) Trm13)などは、tRNA 
の 26 位のみをメチル化し、T-arm, variable region 
を認識し D-arm は認識しないことが知られている。
しかし近年、A. aeolicus Trm1 は tRNATyr1 の 26, 
27 位を共にメチル化し、D-arm, variable region を
認識せず、T-arm を認識することが明らかとなった
4)。私は、hTRM1 が Human tRNATyr1 の 26 位
をメチル化し、27 位はメチル化しないこと、及び 
hTRM1 は、D-arm, T-arm 共に認識することを明
らかにした。以上を踏まえると、hTRM1 は、P. 
furiosus Trm1
 や  C. elegans Trm1, A. aeolicus 
Trm1 とは異なる基質 tRNA 特異性をもつことが
示唆された。 
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Fig1. 基質を変化させた時のメチル化活性測定
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Fig2. 基質を変化させた時のメチル化活性測定
